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論　文　内　容　要　旨
研究の背景と目的
細胞を基盤に接着させ伸展させると､細胞はアクチンフィラメント(F一アクチン)がミオシンフィラメ
ントとα-アクチニンによって束化されたストレスファイバーを形成する｡ F-アクチンは､アクチンモノ
マーがらせん状に重合したタンパク質フィラメントであり､ミオシンフィラメントはモータータンパク質
ミオシンーⅡ　が会合した双極性フィラメントである｡ストレスファイバーは､ミオシンフィラメントがF-
アクチン上を滑ることに起因する収縮性をもつ(アクトミオシン)｡このようなミオシンーⅡのすべり運動
は､ミオシン-Ⅱ　のサブユニットである調節軽鎖が酵素によってリン酸化され､アデノシン3リン酸
(ATP)を加水分解することで生起する｡また､ストレスファイバーの端では､接着タンパク質ビンキュ
リンなどが集積した焦点接着と呼ばれる構造が形成され､膜貫通型タンパク質インテグリンを介して基盤
に接着している｡ストレスファイバーは収縮性を持つため､細胞の運動や形態維持にとって重要な因子で
ある｡これまでの報告から､生きた細胞におけるストレスファイバーの収縮性(Kumaret a1., 2006)やミ
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オシン調節軽鎖のリン酸化にRho-キナ-ゼが関与していること(Katoh et a1., 2001)など､形成されたス
トレスファイバーについては理解が深められてきた｡しかし､ストレスファイバーがどのように形成され
るかということについては十分に議論されていない｡したがって､本研究の目的は､細胞伸展時における
ストレスファイバーの形成機構､焦点接着や細胞形態の形成との関係を明らかにすることである｡
材料と方法･結果
Circutar bunleの形成とダイナミクス
細胞播種後15分､ 30分､ 1時間､ 2時間､ 4時間､ 8時間後に固定し､ F-アクチンをTRITC-ファロイ
ジンで染色して蛍光顕微鏡で観察すると､播種後1時間までにF-アクチンが円形に束化したcircular bundle
が形成された｡緑色蛍光タンパク質GFPが融合したGFP-アクチンを細胞に発現させ､ circular bundleの形
成機構を調べてみると､ circular bundleは静的な構造ではなく､細胞の縁で形成されたF一アクチンの湾曲
した束が､細胞中心方向に流れる過程で形成される動的な構造であることが理解された｡免疫染色で播種
後1時間の細胞のミオシンーⅡとリン酸化したミオシン調節軽鎖を染色すると､ circular bundleにミオシ
ンーⅡは内在し､調節軽鎖はリン酸化状態であった｡したがって､ circular bundleのF-アクチンはリン酸
化したミオシンーⅡによって束化され､収縮性を保持していることが示唆された｡
Dorsal stress fiberの形成とダイナミクス
Circular bundleの下側には､ circular bundleと結合して法線方向に配向したF-アクチンの束(dorsal
stress fiber)が観察された. GFP-アクチンを発現した細胞を全反射顕微鏡(TIRF)で観察すると､ dorsal
stress肋erは細胞の縁から伸長して形成される様子が観察され､伸長速度は0.39±0.09〟m/min (平均±
標準偏差, N=5)であった｡免疫染色の結果から､ dorsal stress丘berの先端にはミオシンーⅡは含まれて
おらず､内側の領域にミオシンーⅡは内在し､ミオシン調節軽鎖はリン酸化状態であった｡したがって､
dorsal stress肋erの先端は､ α-アクチニンによって束化され､伸長する過程でミオシンーⅡが組み込ま
れたと考えられる｡また､接着タンパク質ビンキュリンを免疫染色LTIRFで観察すると､ビンキュリン
はdorsal stressfiberに共局在していた.
Circular bundleからストレスファイバーへの再編成
形成されたcircular bundleのその後の動態を､ GFP-アクチンを発現した細胞で観察すると､細胞播種
後4時間までに､ circular bundleはぴんと張ったストレスファイバーに再編成される様子が観察された｡
また､焦点接着をGFP一イメージングによりTIRFで観察すると､接着分子はターンオーバーしながら､細
胞伸展が行われていることが明らかになった｡
F-アクチン束の形成と細胞の形態形成の関係
このようにして形成されるF-アクチン束と細胞の形態形成の関係について考察を行った｡細胞播種後
1時間のcircular bundleが形成された段階では､細胞の対物レンズ焦点面における面積は､ 1391.10±745.39
FLm2 (N-200)であり､ fonnfactorは0.64±0.17であった｡ここで､ fonnfactor- 4 7TS/L2で定義され､ Sは
対物レンズ焦点面における細胞の面積､ Lは周長であり､形態が丸ければ値が1に近づく指榛である.細
胞播種後4時間では､細胞の面積は1971.70±1148.28FLm2､ fonnfactorは0.36±0.18 (N-200)となり､細
胞の形態は相対的に丸くなくなったと言える｡
トアクチン束形成における酵素依存性
Circular bundleにはリン酸化したミオシン調節軽鎖が内在していたので､ミオシン調節軽鎖のリン酸
化酵素が､ circular bundleの形成と､その結果制御を受けると考えられる焦点接着の形成にどのように関
与しているかを､阻害剤でリン酸化酵素を阻害することにより調べた0 Circular bundle　とストレスファ
イバーは､ MLCKの阻害剤であるML-7､ ML9存在下で培養した細胞では形成されたが､ Rho-キナーゼの
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阻害剤Y-27632 (loll M)またはミオシン-Ⅱの阻害剤(-)-blebbistatin (10pM)存在下では形成されなかっ
た｡したがって､ circular bundleは主にRho-キナ-ゼによってミオシン調節軽鎖がリン酸化されることで
形成され､ MLCKはcircular bundleの形成に際立って関与していないと考えられる｡電気泳動とウェス
タンプロットを用いて､細胞内のミオシン調節軽鎖リン酸化状態を定量化すると､ Y-27632を処理した細
胞では､リン酸化したミオシン調節餐鎖のバンドが薄くなっていた｡これは､ Y-27632によってミオシン
調節軽鎖のリン酸化が抑制されたことを示す｡さらに､ Y-27632または(一卜blebbistatin存在下で培養し
た細胞では､ dorsal stressfiberの伸長が抑制されていたが､ ML-7処理の細胞ではコントロールと同様に
伸長していた.これは､ dorsal stressfiberの伸長にはミオシン調節軽鎖のリン酸化を経たアクトミオシン
が必要であることを示しており､ dorsal stressfiberにリン酸化したミオシン調節軽鎖が局在していたこと
とも矛盾しない｡また､接着斑の面積を定量すると､ Y-27632および(-)-blebbistatinを処理した細胞で
は､コントロールより接着面積が減少したことから､接着タンパク質の焦点接着への集積も抑制されたこ
とが示された｡
F-アクチン束による細胞の形態形成の制御
circular bundleは細胞の形態を丸く保っことが示唆されていたので､阻害剤によりcircular bundleの形
成を阻害した細胞の形態について定量を行った｡播種後1時間で､対物レンズ焦点面における細胞の面積
は､ Y127632を処理した細胞では1989.43±911.26pm2､ (-) -blebbistatinを処理した細胞では1705.76±
765.06pm2であり､コントロールより大きく伸展していた｡また､fonnfactorは､ Y-27632を処理した
細胞では0.49±0.23､ (一トblebbistatinを処理した細胞では0.31±0.19であり､コントロールより低い値で
あることから､細胞が非対称に伸展していたことが分かる｡これらの結果から､ circular bundleは､細胞
の形態を丸く保っていることが示された｡
Cjrcular bundleの収縮性
最後に､ストレスファイバーは収縮性をもつことが知られているので､ circular bundleの収縮性につい
ても調べた｡そのため､界面活性剤ジギトニンで細胞膜を可溶化した収縮モデルを作製した｡このモデル
に細胞外からATPを処理すると､アクチンとミオシンーⅡの相互作用が存在していれば収縮することが
予想される｡この実験の結果､ circular bundleは0.1mM ATP処理後5分で､元の長さの43.0±8.5% (N=
9)まで収縮した｡ストレスファイバーも､元の長さの45.9±5.8% (N=11)まで収縮した｡したがって､
circular bundleはアクトミオシンによる収縮性をもつことが明らかになった｡
結論
以上の結果から､過去の報告と比較して､
1. Circular bundleは､細胞の縁から形成される動的な束であり､細胞伸展とともにストレスファイバー
に再編成される
2. Circular bundleには､ Rho-キナーゼによってリン酸化されたミオシン調節軽鎖が内在し､アクトミ
オシンに依存した収縮性を持つ
3. Circular bundleは､焦点接着と細胞形態の制御を行っている
ことが新しい知見として得られた｡
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論文審査の結果の要旨
細胞の力学的な構造とその道動機構については未解明の課題が多く存在する｡論文は浮遊状態で球状の
細胞を播種すると基盤に接着して伸展するが､その際の力学構造の変化について､収縮機構のタンパク質
であるアクチンフィラメントとミオシン7-イラメントに注目して研究を行った.浮遊細胞が基盤に接着す
ると､アクチンフィラメントが円形に束化したcircular bundle (CB)が出現し､その後､細胞が伸展する
とアクチンフィラメントが束化した直線的なストレスファイバー(SF)が観察されることが報告されて
いる｡そこで､研究の目的をcBからSFへの形態変化のダイナミックスとその制御機構の解明としている｡
まず､ swiss3T3細胞を用いてアクチンフィラメントの形態変化を蛍光抗体染色により落射蛍光顕微鏡
で､また､焦点接着部位のビンキュリンは蛍光抗体染色により近接場を用いる全反射顕微鏡で観察した｡
その結果､接着直後の球状細胞ではビンキュリンは放射状に配向していたが､細胞が伸展するとsFに平
行な配向に変化することが示された｡次に､アクチンフィラメントの形態変化を生細胞で経時的に観察す
るため､蛍光性タンパク質をアクチンの遺伝子に融合させたGFPアクチンを導入した細胞を利用し､ CCD
カメラを装着した蛍光顕微鏡の観察画像を解析した｡その結果､ cBは細胞の周端部で形成され､細胞の
中心方向に移動すると､お互いにつながり､さらに回転して直線的なSFに移行することを明らかにした｡
この過程を､ミオシン調節軽鎖のリン酸化状態とその局在､および､定量を蛍光抗体､ sDSポリアクリル
アミド電気泳動により調べている｡その結果､リン酸化された調節軽鎖がSFとCBに沿って観察され､そ
の阻害剤であるY-27632存在下では局在だけでなく､形態変化も観察されなかった｡これより､制御機構
としてrhoキナーゼによるリン酸化が関与していることが示された｡本研究ではモデル細胞を用いたCBの
ATP添加による収縮性､および､ Form factorを用いた形態変化と阻害剤効果の時間経過の相関について
も新知見を得ている｡
以上は､自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している｡したがっ
て､千住洋介提出の博士論文は博士(理学)の学位論文として合格と認める｡
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